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Referat: 
Exosomen aus Zellen nehmen eine immer größere Rolle in aktuellen 
Erkenntnissen zu Tumorwachstum und Metastasierung ein. Die Funktionen dieser 
circa 40-100 nm großen, aktiv sezernierten Vesikel sind bisher noch weitesgehend 
ungeklärt. Für die Untersuchung von Exosomen sind optimierte und schonende 
Isolierungsmethoden notwendig. Zur Zeit gibt es jedoch weder eine standardisierte 
Methode zur routinemäßigen Isolation von Exosomen noch zur Isolation von 
funktionell intakten Exosomen für die anschließende Funktionsanalyse. Ziel dieser 
Arbeit war es, eine vereinfachte, größenbasierte und standardisierbare Methode 
zur Isolation von funktionell intakten Exosomen zu entwickeln und die isolierten 
Exosomen qualitativ und quantitativ zu charakterisieren. Die Ergebnisse dieser 
Arbeit konnten in einer internationalen Fachzeitschrift publiziert werden. Die 
Publikation liegt dieser Arbeit bei (Heinemann et al. 2014). 
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1. Einführung in die Thematik 
Die Forschung an Exosomen ist ein Gebiet von steigendem Interesse in der Medizin. 
Dies ist eine Folge der neu erkannten Bedeutung von Exosomen in zahlreichen 
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen. Exosomen sind 40-100 
Nanometer kleine Vesikel, welche von ihren Ursprungszellen als Folge eines 
intrazellulären Vesikeltransports per Exozytose ausgeschüttet werden. 
Sie erfüllen wichtige Funktionen beispielsweise in der Regulation des Immunsystems 
(Bobrie et al. 2011) und in der Pathophysiologie der Metastasierung (Peinado et al. 
2011). Exosomen scheinen sowohl beim Menschen als auch in der Tier- und 
Pflanzenwelt (An et al. 2014; Belting & Wittrup 2008) weitere regulatorische Funktionen 
zu erfüllen, welche sich aus dem interzellulären Transport ihrer molekularen Bestandteile 
ergeben und somit abhängig von den jeweiligen Ursprungszellen variieren (Simons & 
Raposo 2009). 
 
 
 
 
1.1 Exosomen und Mikrovesikel 
Exosomen unterscheiden sich von Mikrovesikeln durch ihre Größe und durch ihre 
charakteristische zelluläre Genese. Diese Differenzierung von Exosomen und 
Mikrovesikeln ist von Bedeutung, da sich wegen der unterschiedlichen Entstehung 
voneinander abweichende Protein- und Nukleinsäure-Zusammensetzungen ergeben 
(siehe Tabelle 1). Aus diesem Grund besitzen Exosomen und Mikrovesikel 
unterschiedliche Effekte an Zielzellen und Zielgeweben (Raposo & Stoorvogel 2013): 
Mikrovesikel bewirken hauptsächlich über einen direkten Transport von 
Membranbestandteilen und Zellorganellen unterschiedliche Rezeptorexpressionen und 
damit auch Signalempfindlichkeiten der Zielzellen (Janowska-Wieczorek et al. 2006). 
Tabelle 1		
Überblick der Unterschiedlichen Charakteristika von Exosomen und Mikrovesikeln. 
Exosomen Mikrovesikel 
Größe 40-100 nm 100-1000 nm 
Genese Multivesicular Bodies Zytoplasmamembran 
Freisetzungsmodus Verschmelzung von MVB mit der 
Zytoplasmamembran 
Ausstülpung der Zytoplasmamembran 
ProteinMarker z.B. CD63, CD81, CD9 Proteine der Zellmembran 
Zusammensetzung RNA und Proteine RNA und Proteine 
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Exosomen können ebenfalls Rezeptoren transferieren; die wichtigste Funktion von 
Exosomen ist jedoch der Transfer von Nukleinsäuren. Dies führt zu einer epigenetischen 
Modulation der Zielzell-DNA (Camussi et al. 2011) und nach anschließender Translation 
zu einer veränderten Proteinexpression der Zielzelle (Valadi et al. 2007). 
 
 
1.1.1 Entstehung von Exosomen 
Exosomen sind von einer Doppellipidmembran umhüllte Vesikel mit einem Durchmesser 
von circa 40-100 Nanometern. Die Genese der Exosomen beginnt im Inneren der Zelle 
aus Endosomen, welche Teilstücke ihrer Membran in ihr eigenes Lumen abschnüren. 
Solche Endosomen werden „Multivesicular Bodies“ (MVB) genannt. Durch Fusion der 
MVBs mit der Zellmembran werden diese Vesikel als Exosomen in den Extrazellulärraum 
abgegeben (Abb. 1). Dieser Entstehungsmechanismus bedingt die limitierte Größe der 
Exosomen und beeinflusst deren Protein-Zusammensetzung. Exosomen enthalten 
Proteine, die auch durch ihre Assoziation zu intrazellulären Vesikeln bekannt sind, wie 
beispielsweise Annexine und Tetraspanine (z.B. CD63, CD81). Bemerkenswerterweise 
zeichnen sich Exosomen auch durch einen hohen Gehalt von mRNAs und miRNAs aus 
(Mathivanan et al. 2010). 
 
Multivesicular body 
Endosom 
Exosomen 
Mikrovesikel 
Abbildung 1: Entstehung von Exosomen und Mikrovesikeln (in Anlehnung an: “G. Raposo, W. Stoorvogel, 
Extracellular vesicles: exosomes, microvesicles, and friends” (J. Cell Biol. 200 (2013) 373–383)) 
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1.1.2 Entstehung von Mikrovesikeln 
Mikrovesikel sind mit einem Durchmesser von etwa 100 – 1000 nm größer als 
Exosomen. Bei ihrer Entstehung sind keine Endosomen beteiligt: Mikrovesikel entstehen 
vielmehr durch das direkte Abschnüren von Zellmembranbestandteilen nach außen und 
zeigen eine sehr viel heterogenere Größenverteilung als Exosomen. Entsprechend ihrer 
Entstehung enthalten sie viele Proteine der Zellmembran (Raposo & Stoorvogel 2013; 
Théry et al. 2002). 
 
 
1.1.3 Zellbiologische Effekte von Exosomen 
Exosomen erfüllen eine wichtige Rolle in der interzellulären Kommunikation. Sie besitzen 
hauptsächlich eine Transportfunktion, um sowohl Membranbestandteile als auch 
verschiedene Nukleinsäuren zwischen verschiedenen Zellen auszutauschen 
(Mathivanan et al. 2010) (Raposo & Stoorvogel 2013) (Théry et al. 2002). Dies kann lokal 
erfolgen; die Präsenz der Exosomen in verschiedenen Körperflüssigkeiten wie Blut, 
(Caby 2005) Urin (Pisitkun & Shen 2004) und Brustmilch (Admyre et al. 2007)  lässt aber 
vermuten, dass Exosomen Nukleinsäuren und Proteine über weite Strecken hinweg 
transportieren können. An den Zielzellen können Exosomen ihre Effekte auf 
unterschiedliche Art und Weise vermitteln, wie von Mathivanan et al. beschrieben 
(Mathivanan et al. 2010) (Abb. 2): Exosomen können mit der Zytoplasma-Membran einer 
Zielzelle verschmelzen. Durch diese Fusion werden exosomale Proteine zu neuen 
Bestandteilen der Zelloberfläche. So können beispielsweise Rezeptoren interzellulär 
transferiert werden. Dies hat beispielsweise zur Folge, dass derart modulierte Zellen 
durch neue bioaktive Liganden aktiviert werden können. Durch die Fusion mit der Zelle 
werden zudem die im Exosom enthaltenen Nukleinsäuren (z.B. mRNAs, miRNAs) 
Bestandteil des Zytoplasmas der Zelle. Im Anschluss kann das Genom der Zelle als 
Folge dieses Transfers epigenetisch moduliert werden (Valadi et al. 2007). Dies kann 
beispielsweise mittels Silencing oder Enhancing bestimmter Genabschnitte durch 
exosomale miRNAs geschehen. Zudem können exosomal transportierte mRNAs von der 
Zielzelle direkt translatiert werden (Deregibus et al. 2007).  
Aus diesen Mechanismen resultiert eine modulierte zelluläre Proteinexpression, welche 
eine potentiell veränderte Zellfunktion zur Folge haben kann. 
Exosomen können an Zielzellen auch ohne Fusion mit der Zellmembran Effekte 
bewirken. So kann die Aktivierung von zellmembranständigen Rezeptoren der Zielzelle 
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durch Liganden des Exosoms die Aktivierung von intrazellulären Signalkaskaden zur 
Folge haben mit je nach Signalkaskade spezifischen Folgen.  
 
 
 
 
 
1.1.4 Pathophysiologisch bedeutsame Effekte von Exosomen 
Exosomen können je nach Ursprungszelle komplett unterschiedliche Proteine und 
Nukleinsäuren enthalten (mit Ausnahme der in die Entstehung von Exosomen 
involvierten Proteine, welche regelmäßig bei Exosomen unterschiedlichsten Ursprungs 
identifizierbar sind). Durch ihre je nach Ursprungszelle unterschiedliche 
Zusammensetzung können Exosomen an den Zielzellen verschiedene Effekte 
hervorrufen. Die Auswirkungen dieser Effekte sind für physiologische Prozesse und für 
die Pathogenese verschiedener hauptsächlich onkologischer Erkrankungen des 
Menschen beschrieben worden. 
Die physiologische Bedeutung der molekularen Effekte der Exosomen ist bis heute 
allerdings nur zum Teil  verstanden. Einzelne Studien haben gezeigt, dass Exosomen 
besonders im Immunsystem in wichtigen Prozessen involviert sind, beispielsweise der T-
Zell-Aktivierung sowie der Modulation verschiedener T-Zell-Subpopulationen (van Niel 
Nukleinsäuren 
Zellmembran 
Exosom 
Intrazelluläre Signalkaskaden 
Abbildung 2: Mögliche Vermittlung von Effekten an Zielzellen (in Anlehnung an: S. Mathivanan et al: 
Exosomes: Extracellular organelles important in intercellular communication (Journal of Proteomics 2010)) 
Rezeptor 
Exosomale Proteine 
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2006). Von Bedeutung ist hier vor Allem die Fähigkeit mancher Exosomen 
immunologischen Ursprungs, Antigene zu präsentieren. 
Neben der physiologischen Bedeutung von Exosomen gibt es jedoch auch Hinweise auf 
eine exosomale Beteiligung bei der Pathogenese maligner Erkrankungen. So konnte 
beispielsweise gezeigt werden, dass Fibroblasten mittels Ausschüttung von Exosomen 
die Motilität von Tumorzellen erhöhen und somit das Tumorwachstum beschleunigen 
können (Luga et al. 2012). Derartige Effekte zeigen sich nicht nur bei Primärtumoren, 
sondern ebenfalls bei metastatisch aktiven Tumoren. Von großer klinischer Bedeutung ist 
hier die Formierung von „prämetastatischen Nischen“ (Peinado et al. 2011). Dieser 
Begriff bezeichnet Veränderungen des Gewebes am Ort künftiger Metastasen lange vor 
Intravasation und Disseminierung des primären Tumors. Vermittelt durch exosomale 
mRNAs und miRNAs kommt es zu transkriptionelle Veränderungen in der Zielzelle und 
damit zu einer veränderten Proteinexpression. Durch derart induzierte Enzyme 
(beispielsweise Metalloproteinasen) kommt es zu einer Auflockerung des Bindegewebes 
und zu einer erhöhten vaskulären Durchlässigkeit. Es kommt zudem zur  Induktion 
verschiedener inflammatorischer  Proteine wie zum Beispiel Cyclooxygenase 2, welche 
die Bildung der prämetastatischen Nische durch Entzündungsprozesse weiter fördern 
(Rana et al. 2013). 
 
 
1.1.5 Diagnostisch-Therapeutisches Potential von Exosomen bei 
Tumorerkrankungen 
Die Beteiligung von Exosomen bei der Formierung prämetastatischer 
Gewebsveränderungen lässt vermuten, dass Exosomen aus Tumorzellen bereits in der 
Frühphase der Metastasierung im peripheren Blut von Patienten zu finden sind. Dies 
könnte neue diagnostische und therapeutische Möglichkeiten eröffnen. 
Die Präsenz von Tumor-Exosomen im Plasma zu einem frühen Zeitpunkt der 
Metastasierung ist von großer klinischer Bedeutung. Ein früher Nachweis „maligner 
Exosomen“ im Patienplasma oder Patientenurin könnte große prädiktive Aussagekraft 
haben und zu einer frühen Diagnosestellung maligner Krankheiten führen (Keller et al. 
2011; Kahlert et al. 2014). 
Neben diesem diagnostischen Potential eröffnet die Isolierung von Exosomen auch neue 
therapeutische Möglichkeiten: Es gibt erste Ansätze, Exosomen als Mediatoren 
Nukleinsäure-basierter Immuntherapien zu verwenden: 
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Zitvogel et al. beschreiben beispielsweise, dass Exosomen von dendritischen Zellen 
CD8-Zellen Tumor-Antigene präsentieren und sie so zur Zerstörung von Tumorzellen 
anregen können (Zitvogel et al. 1998). In ihrer Arbeit postulieren die Autoren die 
Möglichkeit, Exosomen als therapeutisches Agens zur Supprimierung und Zerstörung 
von Tumorzellen zu verwenden. 
Dieser Ansatz wurde von weiteren Autoren aufgefasst und hat bereits Einzug in klinische 
Studien gefunden (Escudier et al. 2005; Morse et al. 2005). 
 
 
1.2 Methodik der Exosomen-Analytik 
Ein möglicher diagnostischer Einsatz der Exosomen-Analyse setzt eine standardisierte 
Isolierung voraus. Therapeutische Optionen verlangen darüber hinaus eine Methodik, 
welche die funktionelle Integrität der isolierten Exosomen erhält. 
Die heute am häufigsten verwendete Methode zur Isolierung von Exosomen ist die 
sequentielle Zentrifugation (bis zu 100.000 g) (Théry et al. 2006). Oft wird die 
sequentielle Zentrifugation mit einer weiteren Zentrifugation über einen Sukrose-
Dichtegradienten kombiniert. Durch Zentrifugation isolierte Exosomen verklumpen jedoch 
leicht und sind mit Proteinaggregaten und anderen nicht-exosomalen Zellbestandteilen 
verunreinigt (Lamparski et al. 2002). Fraglich ist zudem, ob die funktionelle Integrität 
dieser Exosomen erhalten bleibt, da sie während der Isolierung hohen 
Zentrifugationskräften ausgesetzt waren. Die Limitierungen der Zentrifugations-Methode 
verringern die diagnostische Aussagekraft der isolierten Exosomen und erschweren 
daher die Translation in die Klinik. 
Eine neuere Möglichkeit zur Exosomen-Isolierung ist die „Beads-Methode“. Das Prinzip 
dieser Methode beruht auf der Verwendung magnetisierbarer Metallkügelchen (d = 1-5 
µm), die über spezifische Anti-Exosomen-Antikörper direkt an Exosomen binden. Diese 
Methode ist jedoch ausschließlich zur Analyse der Exosomen-Struktur geeignet, da es 
während der Isolierung zu Modifikationen der Exosomen-Oberfläche kommt (Chaput & 
Théry 2010). 
Eine dritte, bereits kommerziell genutzte Methode ist die relativ einfache chemische 
Isolierung. Nach Zugabe der aus verschiedenen Polymeren bestehenden Reagenzien 
(die Zusammensetzung wird durch den Hersteller nicht bekanntgegeben) werden die 
Exosomen bei niedrigen Umdrehungszahlen sedimentiert. Von Vorteil ist hier, dass bei 
dieser Methode sehr geringe Mengen des Untersuchungsmaterials benötigt werden. 
Zudem wird keine Ultrazentrifuge benötigt. Allerdings werden in der Literatur Zweifel 
Isolierung und Charakterisierung funktioneller Exosomen durch sequentielle Filtration 
 
 9 
geäußert, ob die chemische Isolierung zwischen Exosomen und größeren Mikrovesikeln 
sowie Proteinaggregaten unterscheiden kann (Raposo & Stoorvogel 2013). Dies liegt 
bereits im Prinzip dieser Methode begründet: Das Präzipitationsreagenz bindet 
Wassermoleküle in der Probe; Lipide werden bei Zentrifugation ausgefällt. Da sowohl 
Exosomen als auch die größeren Mikrovesikel mit Lipidmembranen umhüllte Vesikel 
sind, kann mit dieser Methode nicht zwischen den beiden unterschiedlichen 
Partikelgruppen unterschieden werden. 
Eine vielversprechende Methode zur Isolierung von Exosomen wurde 2002 von 
Lamparski et al. vorgestellt (Lamparski et al. 2002). Diese Methode beruht auf einer 
Kombination aus tangentialer Filtration (TFF) und einer nachfolgenden Ultrazentrifugation 
über einem Deuterium-Sukrose-Gradienten. Diese Methode bedeutet einen wesentlichen 
Fortschritt gegenüber anderen Verfahren da sie es erstmals ermöglicht, „clinical grade 
exosomes“ zu isolieren. Diese besonders reinen Exosomenpräparate werden bereits in 
klinischen Studien am Patienten verwendet, beispielsweise zur experimentellen 
Immunotherapie von Krebspatienten (Escudier et al. 2005; Morse et al. 2005). Diese 
Methode erfordert jedoch weiterhin einen Ultrazentrifugationsschritt, der einer 
routinemäßigen und zügigen Isolierung von Exosomen für klinische Applikationen im 
Wege steht. 
 
 
1.3 Rationale 
In der vorliegenden Promotionsarbeit und Publikation wurde die Hypothese aufgestellt, 
dass die Isolierung funktionell intakter Exosomen durch die Verwendung sequentiell 
abfolgender Filtrationen möglich ist (Heinemann et al. 2014). Die isolierten Exosomen 
wurden qualitativ und quantitativ mit unterschiedlichen Methoden charakterisiert. Es 
wurde zudem geprüft, ob dieses besonders schonende Isolationsverfahren existierenden 
Ultrazentrifugationsverfahren überlegen ist.
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3. Zusammenfassung 
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Exosomen sind circa 40-100 Nanometer kleine Vesikel, welche von ihren 
Ursprungszellen als Folge eines intrazellulären Vesikeltransports per Exozytose 
ausgeschüttet werden. Exosomen können eine Vielzahl unterschiedlicher 
Proteine und Nukleinsäuren enthalten. Einige der enthaltenen Proteine sind für 
Exosomen charakteristisch. Andere Proteine und insbesondere Nukleinsäuren 
variieren stark in Abhängigkeit von der jeweiligen Ursprungszelle. Dies führt 
bisweilen zu der Annahme, dass der spezifische Nukleinsäuregehalt eines 
Exosoms einen Fingerabdruck der jeweiligen Ursprungszelle darstellen könnte. 
Es konnte gezeigt werden, dass Exosomen ihre Inhaltsstoffe auch über weite 
Distanzen hinweg transportieren können. An und in der Zielzelle können 
Exosomen unterschiedliche Effekte auslösen. Hier scheint nach  Meinung der 
aktuellen Literatur die Modulation der transkriptionellen Aktivität durch exosomale 
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Inhaltsstoffe im Vordergrund zu stehen. Diese Modulation ist sowohl für 
physiologische als auch für pathophysiologische Prozesse von Relevanz. Die 
physiologische Beteiligung von Exosomen ist zwar in vielen Bereichen noch 
weitestgehend unerforscht; erste Arbeiten schreiben Exosomen jedoch eine 
wichtige Rolle in der Physiologie des Immunsystems und der Blutgerinnung zu. 
Ein großer Fokus liegt aktuell auf der Beteiligung von Exosomen in der 
Pathophysiologie maligner Erkrankungen. Exosomal vermittelte Modulationen 
physiologischer und pathologischer Zellen können zu einem beschleunigten 
Wachstum von Primärtumoren führen. Es wird zudem von einer exosomalen 
Involvierung in der Frühphase der Metastasierung ausgegangen, weshalb die 
Diagnostik  von Patienten-Exosomen hoffnungsvoll als ein mögliches Instrument 
künftiger Früherkennung maligner Erkrankungen bewertet wird. 
Dies führt dazu, dass sich die aktuelle medizinische Forschung zunehmend mit 
Exosomen beschäftigt. 
 
Sowohl die Erforschung von exosomalen Funktionen als auch die Entwicklung 
klinischer Exosomendiagnostik erfordern die richtigen Werkzeuge zur Isolation 
von Exosomen aus biologischen Flüssigkeiten wie Zellkulturüberständen, 
Patientenserum, oder Patientenurin. Für Untersuchungen zur Funktion von 
Exosomen ist insbesondere die funktionelle Integrität der isolierten Exosomen 
von Bedeutung. Für die klinische Diagnostik ist hingegen eine allgemein 
akzeptierte und standardisierbare Methode zur zuverlässigen Exosomenisolation 
mit möglichst geringer benutzerabhängiger Ergebnisvariabilität gefragt. Es 
besteht jedoch aktuell weder Einigkeit über die am besten geeignete Methode 
zur Isolation funktionell intakter Exosomen, noch ist ein Konsens bezüglich einer 
standardisierbaren Methode zur routinemäßigen klinischen Exosomenisolation in 
Sicht. 
Aktuell verfügbaren Methoden zur Isolation von Exosomen liegen 
unterschiedliche Prinzipien zugrunde. Häufig werden dabei mehrere Prinzipien 
miteinander kombiniert: 
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Die in der Literatur am häufigsten verwendeten Verfahren sind unterschiedliche 
Variationen der sequentiellen Ultrazentrifugation. Hier werden Exosomen durch 
Zentrifugationen ansteigender Geschwindigkeiten isoliert. Weitere Methoden sind 
die chemische Isolation durch Zugabe von Polymeren mit anschließender 
Sedimentation oder immunologische Verfahren mittels Antikörper-beschichteter, 
magnetisierbarer Metallkügelchen. Die jeweiligen Verfahren haben spezifische 
Vorzüge, jedoch auch Limitierungen. Bespielhaft für die Probleme bei der 
Isolation seien eine geringe Spezifität für Exosomen, die Limitierung auf geringe 
Probenvolumina sowie eine oft fragliche funktionelle Intaktheit der isolierten 
Exosomen genannt.  
Eine alternative Methode der größenbasierten Exosomenisolation durch Filtration 
findet nur selten Erwähnung in der Fachliteratur. Die wenigen beschriebenen 
Methoden stellen zudem meist Kombinationen mit anderen Verfahren dar.  
 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines neuen Verfahrens zur 
Isolation funktionell intakter Exosomen aus biologischen Flüssigkeiten sowie die 
Charakterisierung derart isolierter Exosomen. 
Zu diesem Zweck habe ich am University of Texas MD Anderson Cancer Center 
unter der Leitung von Prof. Jody V. Vykoukal eine Methode der sequentiellen 
Filtration entwickelt. Diese Methode setzt sich aus aufeinander folgenden 
Filtrationsschritten zusammen. Durch die unterschiedlichen Zielsetzungen der 
jeweiligen Schritte kamen verschiedene Filtrationsprinzipien zur Anwendung: 
Zellkulturüberstände einer Brustkrebs-Zelllinie wurden zuerst mittels einer 
simplen Filtration durch einen Stericup-Filter von schwimmenden Zellen sowie 
grobem Zelldebris befreit. Anschließend folgte eine tangentiale Filtration durch 
einen Hohlfaserfilter. Dieser Schritt diente der Konzentration der Probe sowie der 
Auswaschung kleinerer Partikel wie beispielsweise freie Proteine. Eine 
abschließende Filtration durch einen geätzten Track-Etch Filter mit exakt 
definierter Porengröße wurde zur Elimination von größeren, nicht-exosomalen 
Mikrovesikeln durchgeführt. 
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Die mit Exosomen angereicherte Probe wurde quantitativ und qualitativ 
charakterisiert.  
Die quantitative Charakterisierung erfolgte durch Brownsche Mikroskopie. Diese 
Methode ermöglicht eine genaue Bestimmung der Anzahl der in einer Probe 
enthaltenen Nanopartikel. 
Qualitativ wurden die isolierten Exosomen bezüglich Größenverteilung, 
Morphologie, Oberflächenmarker sowie proteomischen Inhalts charakterisiert. 
Die hier verwendeten Methoden waren Dynamische Lichtstreuung, Brownsche 
Mikroskopie, NanoOrange Protein-Assay, Dot-Blot, Tandem-
Massenspektrometrie,  sowie Transmissions-Elektronenmikroskopie mit 
Immunogold-Markierung. 
 
Die wichtigsten Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit können wie folgt 
zusammengefasst werden: 
 
-Mittels der in der vorliegenden Arbeit entwickelten sequentiellen Filtration ließ 
sich eine Probe mit exosomaler Größenverteilung isolieren. Diese 
Größenverteilung wurde mittels dynamischer Lichtstreuung sowie mit 
Brownscher Mikroskopie ermittelt. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die 
Eingrenzung der Partikelgrößen in der Probe schrittweise geschieht. So 
befanden sich nach tangentialer Filtration im Vergleich zur Voruntersuchung 
wesentlich weniger Kleinstpartikel (<40 nm) in der Probe; mittels Track Etch-
Filtration konnten viele der übergroßen Partikel (>100 nm) eliminiert werden. 
Ein Vergleich der Größendistributionen von sequentieller Filtration mit der häufig 
verwendeten Exosomen-Isolationsmethode der sequentiellen Ultrazentrifugation 
zeigte, dass sequentielle Filtration in einer uniformeren Größenverteilung mit 
einer niedrigeren Standardabweichung resultierte. Dies geschah zu Lasten einer 
elf Prozent niedrigeren Ausbeute von Partikeln exosomaler Größe im Vergleich 
zu sequentieller Ultrazentrifugation. 
 -Die mittels sequentieller Filtration isolierten Partikel ließen sich mit 
Transmissions-Elektronenmikroskopie als Vesikel exosomaler Größe 
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charakterisieren. Eine Färbung mit an Gold gekoppelten Antikörpern erbrachte 
zudem den Nachweis der regelmäßigen Expression eines exosomentypischen 
Oberflächenmarkers (CD63). Der Anteil dieses Oberflächenmarkers am 
Gesamtprotein der Probe nahm im Laufe der Filtration signifikant zu. In der 
Probe konnten zudem weitere bereits zuvor mit Exosomen assoziierte Proteine 
mittels Massenspektrometrie nachgewiesen werden. 
 
-Mittels sequentieller Filtration isolierte Exosomen können als funktionell intakt 
betrachtet werden. Die Isolierung der Exosomen erfolgte unter Minimierung von 
physikalischem Stress: Durch permanente Überwachung des transmembranösen 
Druckes während der Filtrationen konnten für den gesamten Isolationsprozess 
weitesgehend physiologische Druckverhältnisse gewährleistet werden. 
 
-Anhand der weiterhin großen Heterogenität der in aktuellen Publikationen 
verwendeten Exosomen-Isolationsmethoden kann davon ausgegangen werden, 
dass es in absehbarer Zeit zu keinem Konsens über eine standardisierte und 
allgemein akzeptierte Methode der Isolation von Exosomen kommen wird. Dies 
hat zur Folge, dass auch in Zukunft die gewählte Isolationsmethode jeweils 
anhand der spezifischen Zielstellung ausgewählt und gegebenenfalls angepasst 
werden muss. 
Die in dieser Arbeit entwickelte sequentielle Filtration erweitert die zur Verfügung 
stehenden Möglichkeiten der Exosomenisolation. Sie eignet sich aufgrund der 
minimalen Manipulation der isolierten Exosomen sowie aufgrund der 
Verarbeitbarkeit großer Probenvolumina beispielsweise für funktionelle Analysen 
oder für eine diagnostische und non-invasive Exosomenisolationen aus 
Patientenurin.  
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4. Anlagen 
 
4.1 Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen 
 
CD:   Cluster of differentiation 
CMOS:  Complementary metal-oxide-semiconductor 
DLS:   Dynamische Lichtstreuung 
FBS:   Fetal Bovine Serum 
LC-MS/MS:  Liquid chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry 
miRNA:  micro-Ribonukleinsäure 
mPES:  modifiziertes Polyethersulfon 
mRNA:  messenger-Ribonukleinsäure 
MVB:   Multivesicular Bodies 
MWCO:  Molecular weight cut off 
NTA:   Nanotracking-Analyse 
PBS:   Phosphate buffered Saline 
PES:   Polyethersulfon 
PFA:   Paraformaldehyd 
PSI:   Pounds per square inch 
RGB:   Rot-Grün-Blau 
RNA:   Ribonukleinsäure 
ROI:   Regions of interest 
RT:   Raumtemperatur 
TEM:   Transmissions-Elektronenmikroskopie 
TFF:   Tangential Flow Filtration (Tangentiale Filtration) 
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4.2 Erläuterung der verwendeten Methoden 
In der vorliegenden Arbeit wurde an dem „University of Texas MD Anderson 
Cancer Center“ eine neue quantitative Methode zur Isolierung von Exosomen 
aus Zellkulturen mittels sequentieller Filtration aufgebaut und validiert 
(Heinemann et al. 2014). Ein Überblick der in dieser Publikation angewandten 
Methoden inklusive Seitenangaben findet sich in Tabelle 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Methodik Seite 
    
Exosomenisolation   
Herstellung von Exosomen-freiem Medium durch tangentielle Filtration 126, 130, 133 
Herstellung von Exosomen in der Zellkultur (Zellreihe MDA-231) 126, 129 
Sequentielle Filtration, Schritt 1: Präfiltration (100nm Membran) 126, 129 
Sequentielle Filtration, Schritt 2: Tangentielle Filtration 126, 127 
Sequentielle Filtration, Schritt 3: Track etch filtration 127, 129 
Sequentielle Ultrazentrifugation 127, 129 
    
Charakterisierung der isolierten Exosomen   
Größenverteilungsanalyse durch dynamische Lichtstreuung 127, 129, 130, 131, 133 
Brownsche Mikroskopie / Nanotracking Analyse (NTA) 128, 129, 131, 132 
Elektronenmikroskopie mit Immunogold-Markierung 128, 129, 133 
NanoOrange Protein-Analyse 128, 129 
Dot Blot Assay 128, 129, 133 
Dichtemessung von Dot Blot-Membranen 128, 129, 133 
Massenspektrometrie (LC-MS/MS) 128, 129, 134 
Tabelle 2: Überblick der in der Publikation „Benchtop isolation and characterization of functional 
exosomes by sequential filtration“ verwendeten Methoden mit Seitenangaben  
(M.L. Heinemann et al. / J. Chromatogr. A 1371 (2014) 125–135)  
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4.2.1 Isolierung von Exosomen mittels sequentieller Filtration 
Die sequentielle Filtration, wie sie in dieser Arbeit durchgeführt wurde, setzt sich 
aus aufeinander folgenden Filtrationsschritten zusammen. Den jeweiligen 
Filtrationsschritten lagen dabei unterschiedliche Prinzipien zugrunde: Zunächst 
wurden im Medium verbliebene Zellen sowie Zellreste mittels einer einfachen 
Präfiltration durch einen Stericup-Filter (Millipore, Billerica, MA, USA) aus dem 
Zellkulturüberstand eliminiert.  Das Filtrat dieser Präfiltration wurde mittels 
tangentialer Filtration konzentriert, gewaschen und von kleineren 
Verunreinigungen wie beispielsweise freien Proteinen befreit. Der finale Schritt 
des Verfahrens bestand aus einer Filtration durch einen „Track Etch Filter“, 
einem Filter mit exakt definierten Porengrößen zur Elimination von größeren, 
nicht exosomalen Vesikeln (siehe Abbildung 3). Die zur sequentiellen Filtration 
gehörenden Methoden werden im Folgenden kurz vorgestellt. 
 
 
 
 
Herstellung von Exosomen-freiem Medium mittels tangentialer 
Filtration (TFF) 
Das Kulturmedium für die MDA-231 Zellreihe enthielt fetales Rinderserum (FBS). 
FBS ist nicht standardmäßig von Exosomen befreit. Daher war eine Reinigung 
des FBS erforderlich, um die später isolierten Exosomen eindeutig der Zellkultur 
zuordnen zu können: 500 ml Zellkulturmedium wurden kontinuierlich mit einer 
peristaltischen Pumpe durch ein Tangential Flow-System gepumpt (KrosFlo 
Legende: 
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Abbildung 3: Schema der sequentiellen Filtration. Nach initialer Präfiltration durch einen Stericup-Filter wurde das Filtrat tangentiell 
filtriert. Das Retentat wurde abschließend durch einen TrackEtch Filter mit klar definierten Porengrößen (d = 100 nm) filtriert. Die 
Größenverteilung der isolierten Partikel wurde mittels Brownscher Mikroskopie und Dynamischer Lichtstreuung ermittelt. (M.L. 
Heinemann et al. / J. Chromatogr. A 1371 (2014) 125–135)   
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Research II, Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez, CA, USA). Das 
Tangential Flow-System war mit einem Hohlfaser-Filtermodul (MidiKros, MWCO: 
500 kDa, Spectrum Laboratories, Rancho Domingues, CA, USA) ausgerüstet. 
Der transmembranöse Druck wurde stets unter 1.5 PSI gehalten. Während der 
kontinuierlichen Zirkulation durch das TFF-System konnte das Kulturmedium 
zusammen mit kleineren Molekülen (<500kDa) den Filter passieren und wurde in 
einem neuen Behälter gesammelt. Exosomen und Proteinaggregate konnten auf 
Grund ihrer Größe und auf Grund des niedrigen transmembranösen Druckes den 
Filter nicht passieren und verblieben in der Zirkulation (Überstand). Dieser 
Überstand wurde auf ein Volumen von ca. 50ml reduziert und anschließend mit 
den FBS-Exosomen verworfen. Das Filtrat wurde steril gefiltert (Stericup, 
Membrane Code VEPP, Millipore, Billerica, MA, USA) und als exosomenfreies 
Medium bei 4° Celsius maximal 14 Tage lang aufbewahrt. 
 
 
Herstellung von Exosomen in der Zellkultur 
MDA231-Brustkrebszellen wurden in sechs T175-Zellkulturflaschen ausgesät 
(1.29x106 Zellen pro Flasche). Nach zwei Tagen erreichten die Zellen ca. 70% 
Konfluenz. Das Medium wurde vorsichtig entfernt und die Zellen zweifach mit 
phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) gespült. Anschließend wurde das zuvor 
von Exosomen gereinigte Zellkulturmedium (FBS-Anteil: 0.2%) hinzugefügt. 
Nach 48 Stunden in Zellkultur wurde das konditionierte Medium vorsichtig 
abgenommen und die Exosomen-Isolierung unverzüglich durchgeführt. 
 
 
Präfiltration (Filtrationsschritt 1) 
Für eine sequentielle Filtration wurde der Zellkulturüberstand von 6 
Zellkulturflaschen (zusammen ca. 150ml) eingesetzt. Der Überstand wurde durch 
Präfiltration von Zellen und Zellresten befreit. Zu diesem Zweck wurde ein 
„Stericup“-Filter verwendet, welcher mit einer 100nm Millipore Express (PES)-
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Membran mit niedriger Proteinbindung bestückt war. Die netzartige Membran des 
Filters eignete sich zur Elimination von ganzen Zellen sowie rigiden Zellresten. 
Nicht-exosomale Partikel >100 nm passierten den Filter. Nach Filtration des 
Überstandes wurde der Filter mit 50 ml PBS gespült, um im Filter verbliebene 
Exosomen nicht zu verlieren. 
 
 
Tangentiale Filtration (Filtrationsschritt 2) 
Das Filtrat aus Schritt 1 wurde unter sterilen Bedingungen in eine konische 
Reservoirflasche übertragen und mittels tangentialer Filtration weiter bearbeitet 
(siehe Abbildung 4). Hierzu wurde ein KrosFlo Research II System mit einem 
MidiKros 500-kDa Hohlfiltermodul (Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez, 
CA, USA) verwendet. Das exosomenhaltige Material wurde kontinuierlich aus der 
Reservoirflasche aspiriert, durch eine peristaltische Pumpe erst durch das 
Filtermodul und anschließend zurück in die Reservoirflasche gepumpt. Kleine 
Moleküle, beispielsweise freie Proteine, konnten zusammen mit dem Medium die 
Poren des Filters passieren und wurden verworfen. Größere Moleküle, wie 
Exosomen und Mikrovesikel, konnten die Poren nicht passieren; sie verblieben in 
dem Medium. Das Medium wurde im Verlauf der Filtration von 200 ml auf ein 
Volumen von ca. 50 ml konzentriert.  
Unter Drucküberwachung mit justierbaren Klemmen wurde ein niedriger 
transmembranöser Druck von 1.5 - 2.5 PSI konstant gehalten, um die Passage 
von kleinen flexiblen Exosomen möglichst gering zu halten. Zur 
Drucküberwachung wurden Transducer und ein Monitor verwendet (Spectrum 
Laboratories, Rancho Dominguez, CA, USA). Die Probe wurde anschließend 
fünfmal diafiltriert, indem die auf 50 ml konzentrierte Probe jeweils mit PBS auf 
ein Volumen von insgesamt 250 ml verdünnt und anschließend durch tangentiale 
Filtration wieder auf 50 ml re-konzentriert wurde. Durch dieses fünfmalige 
Waschen konnten weitere Moleküle unterhalb des Cut-Offs des Filters (500 kDa) 
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aus der Probe herausgefiltert werden. Gleichzeitig wurden die Exosomen und die 
Mikrovesikel aufgereinigt. 
Während der letzten Diafiltration wurde die Probe auf ein Volumen von ca. 10 ml 
reduziert. Das TFF-System wurde anschließend mit 10 ml PBS gespült, um 
potentiell im Filtermodul verbliebene Exosomen und Mikrovesikel 
wiederzugewinnen. 
 
 
 
Track Etch Filtration (Filtrationsschritt 3) 
Die Reservoirflasche von Schritt 2 wurde von dem TFF-System entfernt und der 
Probeninhalt unter sterilen Bedingungen in eine 20 ml Spritze aufgenommen. Die 
Spritze wurde in einen Perfusor geladen und mit einem Druck-Transducer und 
einem sterilisiertem 100-nm Track Etch Filter (Millipore, Billerica, MA, USA) 
verbunden. Im Gegensatz zu auf halbdurchlässigem, netzartigem Gewebe 
PBS 1x Konische 
Reservoirflasche 
250 mL 
Hohlfaserfilter, 500 kD MWCO 
Abwurf Permeat 
(wird verworfen) 
RETENTAT 
Luft 
DI H2O 
Justierbare Klemme 
Dreiwegehahn 
220 nm Filter 
Druck-Transducer 
PUMPE	
Abbildung 4: Schema der tangentiellen Filtration (M.L. Heinemann et al. / J. Chromatogr. A 1371 (2014) 125–135)  
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basierenden Filtern zeichnet sich ein Track Etch Filter durch exakt definierte 
Porengrößen aus. Dies ermöglicht eine effektive Trennung von Partikeln. 
Während der Filtration (bei 22°C) wurde der transmembranöse Druck konstant 
überwacht und stets unter 3.5 PSI gehalten, um die Passage von flexiblen, nicht-
exosomalen Mikrovesikeln (>100 nm) in das Filtrat zu vermeiden. Nach der 
kompletten Filtration der Probe wurde der Filter unter den oben genannten 
Druckverhältnissen mit PBS gespült, um den Verlust von Exosomen zu 
minimieren. 
 
 
4.2.2 Isolierung von Exosomen mittels sequentieller 
Ultrazentrifugation 
Im Vergleich zur alleinigen Filtration wurden Exosomen zusätzlich mittels der 
zuvor beschriebenen Ultrazentrifugations-Methode isoliert (Théry et al. 2006). 
Zellkulturüberstände wurden unter den oben beschriebenen Bedingungen 
gewonnen und anschließend sequentiell zentrifugiert (10 min bei 300 x g und 4° 
C, 10 min bei 2000 x g und 4°C, 30 min bei 10.000 x g und 4°C und 70 min bei 
100.000 x g und 4°C). Nach jedem Schritt wurden die Überstände vorsichtig in 
neue Röhrchen übertragen. Nach der 100.000 x g Ultrazentrifugation für 70 min 
wurden die Überstände verworfen und die Pellets vorsichtig in PBS 
resuspendiert, in einem Röhrchen gesammelt und erneut bei 100.000 x g für 70 
min ultrazentrifugiert. Das Pellet wurde anschließend in 1 ml PBS resuspendiert. 
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4.2.3 Charakterisierung von Exosomen 
Die mittels sequentieller Filtration isolierten Exosomen wurden hinsichtlich 
Größenverteilung, Morphologie, Proteinzusammensetzung sowie Ausprägung 
exosomentypischer Marker im Detail analysiert. Die hierbei verwendeten 
Methoden sind im Folgenden kurz dargestellt: 
 
 
Größenverteilungs-Analyse mittels dynamischer Lichtstreuung 
(DLS) 
Die Größenverteilung der Exosomenpräparate nach den einzelnen 
Isolationsschritten wurde mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) bestimmt. 
Mittels eines Zetasizer Nano ZS Instrumentes (Malvern Industries, 
Worcestershire, UK) wurden Intensitäten von Exosomenpräparaten ermittelt. Die 
Messungen erfolgten bei T = 22° C, der Erfassungswinkel betrug 173° bei einer 
Laser-Wellenlänge von 633 nm. Die Ergebnisse wurden mit der auf dem 
CONTIN-Algorithmus (Provencher 1982) basierenden Malvern-Software 
analysiert. Ausgehend von einer Viskosität des Trägermediums (PBS) von = 
0.93 mPa s bei 22° C (Armstrong et al. 2004) wurde für jedes Präparat eine 
Kurve zur Darstellung der relativen Größenverteilung erstellt. 
 
 
Brownsche Mikroskopie / Nanotracking Analyse (NTA) 
Zur exakten Bestimmung der Größenverteilungen und der Konzentrationen von 
Exosomen in den Präparaten wurde Brownsche Mikroskopie mit einem 
NanoSight LM-10 Mikroskop (Nanosight Limited, Amesbury, UK) verwendet. Das 
Equipment wurde mitsamt technischer Unterstützung durch das „Department of 
Chemical and Biomolecular Engineering“ der University of Houston zur 
Verfügung gestellt. Es wurden circa 0.3 ml der Probe in eine 500 µm dicke 
Küvette gegeben. Mit einem Laser (λ = 532 nm) wurden alle Partikel in der Probe 
zur Lichtstreuung gebracht. Nach dem Gesetz von Rayleigh ist I ~ D6, wobei I die 
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Intensität des gestreuten Licht ist und D der Partikeldurchmesser. Demzufolge 
sind nur Partikel ab einer gewissen Größe detektierbar. Empirische 
Untersuchungen gehen von einer minimalen detektierbaren Partikelgröße von 
30-40 nm in biologischen Proben aus. Das gestreute Licht wurde mit einer 
mikroskopischen 20x Linse vergrößert dargestellt. Eine CMOS-Kamera wurde 
zur Videoaufnahme von Partikeln in Brownscher Molekularbewegung verwendet. 
Die Videoaufnahmen wurden anschließend auf einen Computer analysiert. Die 
Analyse erfolgte mit einer NTA-Analysesoftware. Das Prinzip bestand in der 
Identifizierung und Weiterverfolgung von Partikeln in aufeinanderfolgenden 
Bildern. Auf dieser Basis konnte für jedes einzelne aufgezeichnete Partikel eine 
Bewegungsbahn erstellt werden. Ausgehend von der mittleren quadratischen 
Verschiebung konnte der Diffusionskoeffizient für jedes Partikel einzeln 
berechnet werden. Mit Hilfe der Viskosität des Mediums (PBS, = 0.93 mPa s 
bei T = 22° C) konnte nun der Partikeldurchmesser hergeleitet werden. 
Für jede Probe wurden fünf Filme (jeweils 60 s bei 25 Bildern pro Sekunde, T = 
22° C) auf verschiedenen Abbildungsebenen der Küvette aufgezeichnet. Für jede 
Probe wurde ein gemittelter Graph erstellt, welcher die Partikelkonzentration als 
Funktion ihrer Größe darstellt. 
 
 
Elektronenmikroskopie mit Immunogold-Markierung 
Zur Untersuchung der Morphologie der zuvor isolierten Exosomen wurde 
Transmissionselektronenmikroskopie verwendet. Hierzu wurde ein zuvor 
veröffentliches Protokoll verwendet, welches Elektronenmikroskopie mit einer 
Immunogold-Färbung verbindet (Théry et al. 2006): Exosomen wurden in 2% 
Paraformaldehyd fixiert und auf Nickel-Netzträger mit Formvar-Karbon-
Beschichtung adsorbiert. Die Netzträger wurden anschließend mit PBS und 
50mM Glycin gewaschen und 10 Minuten lang mit 5% Rinderserumalbumin-PBS 
blockiert. Die blockierten Netzträger wurden über Nacht mit einem in der Literatur 
routinemäßig zur Exosomenmarkierung verwendeten  Anti-CD63-Antikörper 
(RFAC4 Klon, Millipore, Billerica, MA, USA, Verdünnung 0.1µg/ml) bei erhöhter 
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Luftfeuchtigkeit und 4° C inkubiert. Die inkubierten Netzträger wurden sechsfach 
mit einer 0.1% Rinderserumalbumin-PBS-Lösung gewaschen und mit einem 
sekundären, an 10nm-Goldpartikel gekoppelten Antikörper (27,241, Abcam, 
Cambridge, UK, Verdünnung 20 µg/ml) eine Stunde lang bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Netzträger wurden anschließend fünf Minuten lang mit 1% 
Glutaraldehyd inkubiert und achtmal mit deionisiertem Wasser gewaschen. 
Anschließend erfolgte eine einminütige, negative Färbung mit 2% Uranyloxalat  
(pH 7,0). Überschüssiges Uranyloxalat wurde vorsichtig abgetupft. Die nun fertig 
präparierten Netzträgerwurden luftgetrocknet und mit einem 
Transmissionselektronenmikroskop (JEM 1010, JEOL, Akishima, TKY, Japan) 
untersucht. Bei der Bedienung des Elektronenmikroskopes wurde ich von der 
„High Resolution Electron Microscopy Facility“ am MD Anderson Cancer Center 
unterstützt. 
 
 
Protein-Analyse mittels NanoOrange-Fluoreszenz 
Die Proteinkonzentration der Exosomenpräparate wurde mit Hilfe des 
NanoOrange Kits (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) nach den Vorgaben des 
Herstellers bestimmt.  
 
 
Dot Blot 
Um die Anreicherung von Exosomen zwischen Filtrationsschritt 1 und 
Filtrationsschritt 3 zu überprüfen, wurde ergänzend zu der Brownschen 
Mikroskopie eine Dot Blot-Analyse der Proteine durchgeführt. Hier dient die 
Relation der CD63-Konzentraton zum totalen Proteingehalt der Probe als 
Surrogatparameter für die relative Anreicherung von Exosomen durch 
sequentielle Filtration. Hierbei wurde zuerst mit der NanoOrange-Methode die 
Proteinkonzentration von drei verschiedenen Isolationsreihen zum Zeitpunkt 
nach der Präfiltration sowie nach der abschließenden Track Etch-Filtration  
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bestimmt. Sämtliche Proben wurden anschließend auf die niedrigste gemessene  
Proteinkonzentration (75,36 ng/ml) nivelliert. Als Referenz wurde eine 
Standardverdünnungskurve von rekombinantem CD63 (Life Technologies, 
Carlsbad, CA, USA) erstellt. Den Dot Blot habe ich mit Hilfe einer BioDot SF 
Mikrofiltrationsvorrichtung (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) gemäß 
den Angaben des Herstellers durchgeführt. Eine 1:200-Verdünnung von Anti-
CD63 (Klon RFAC4; Millipore, Billerica, MA, USA) diente als primärer Antikörper. 
Der sekundäre, an Meerrettichperoxidase gebundene Antikörper (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) war 1:1000 verdünnt. Die Belichtungszeit 
des Röntgenfilms betrug 10 Minuten. 
 
 
Dichteanalyse von Dot Blot-Filmen 
Zur quantitativen Auswertung und graphischen Darstellung der Dot Blot-
Röntgenfilme wurde eine digitale Dichtemessung mittels der Image J-Software 
durchgeführt. Der entwickelte Röntgenfilm wurde auf einem Scanner mit 
Hintergrundbeleuchtung bei 1200 dpi als 24-bit RGB Farbbild ohne 
Bildjustierungen gescannt. Da der Blau-Kanal das geringste 
Hintergrundrauschen zeigte, wurden die Daten aus diesem Kanal verwendet und 
umgekehrt in ein 8-Bit Graustufen-Bild (0:Black, 255:Weiß) umgewandelt. Um die 
Spots wurden gleich große, runde „Regions of Interest“ (ROIs) unter 
Einbeziehung eines Hintergrundsaums gezeichnet. Mit der Image J-Software 
wurde das Integral der Dichte, also die Summe aller Pixel, für jeden ROI einzeln 
bestimmt Das Integral des Hintergrundes wurde anschließend von dem Integral 
jeder einzelnen ROI substrahiert. Die resultierenden Differenzen wurden zur 
Quantifizierung des CD63-Gehaltes miteinander verglichen und graphisch 
dargestellt. 
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Massenspektrometrie 
Die in den Exosomenpräparaten enthaltenen Proteine wurden mittels 
Massenspektrometrie (LC-MS/MS) bestimmt. Diese Analyse wurde unter meiner 
Beteiligung durch die Proteomics Core Facilty am MD Anderson Cancer Center 
durchgeführt. Die Proben wurden zuerst mit 2 μl Triton X-100 und 5 μl 
Phenylmethylsulfonylfluorid dissoziiert und anschließend mittels Zentrifugation 
(20.000 x g bei Raumtemperatur) sedimentiert. Das Pellet wurde bei -20°C mit 
Aceton präzipitiert und mit 200 ng modifiziertem Trypsin (sequencing grade, 
Promega, Fitchburg, WI, USA) 18 Stunden lang bei 37 °C verdaut. Die 
resultierenden Peptide wurden durch Flüssigkeitschromatographie mit Tandem-
Massenspektrometrie auf einem Orbitrap-XL Massenspektrometer (Thermo 
Scientific, Waltham, MA, USA) untersucht. Es wurden Spektren identifiziert, 
welche mit der SwissProt Datenbank (European Bioinformatics Institute, 
Cambridge, UK) mit Hilfe der Mascot Software (Matrix Science, London, UK) 
verglichen wurden. Auf diese Art wurden mögliche Kandidaten der in der Probe 
enthaltenen Proteine identifiziert. Die Sucheinstellungen beinhalteten 
Massentoleranz, 10 ppm Präkursor, 0,8 d Fragmente, variable Modifikationen, 
Methionin Sulfoxid und Entstehung von Pyroglutamat. 
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4.3 Diskussion der Ergebnisse im Kontext aktuell verfügbarer 
Exosomen-Isolationsmethoden 
Aktuell werden Exosomen in der Grundlagenforschung intensiv untersucht, da 
man ihnen unter anderem wichtige physiologische Funktionen im Immunsystem 
zuschreibt. Auch die klinische Forschung interessiert sich zunehmend für 
Exosomen, da man sich auf diesem Gebiet die Entwicklung neuer diagnostischer 
Marker und therapeutischer Interventionsstrategien erhofft. Eine 
standardisierbare Methode zur zuverlässigen und effektiven Isolation von reinen 
und funktionell intakten Exosomen würde die Forschung auf diesem Gebiet 
weiter vorantreiben (Huber & Holvoet 2015). Die Notwendigkeit einer solchen 
Standardisierung wurde in dem letzten Positionspapier der „International Society 
for Extracellular Vesicles“ noch einmal betont (Witwer et al. 2013).  
In der vorliegenden Promotionsschrift und Publikation wird erstmals eine 
ausschließlich auf sequentiell ablaufenden Filtrationsschritten beruhende 
Methode zur Exosomenisolation vorgestellt und validiert. Die Entwicklung und 
Präsentation dieser Methode stellt einen Versuch dar, vor Allem funktionellen 
Untersuchungen von Exosomen in Zukunft eine adäquate Methode der 
Exosomenisolation zur Verfügung zu stellen. Die Analyse vergleichender 
Untersuchungen zeigt nämlich, dass es bezüglich aktuell verfügbarer Methoden 
noch immer keinen Konsens in der Literatur gibt: So konnte gezeigt werden, dass 
die Isolation durch chemische Sedimentierung zwar eine geeignete und 
hocheffektive Methode zur Gewinnung von exosomaler mRNA und miRNA ist; 
aktuelle Publikationen zum RNA-Gehalt von Exosomen greifen bereits auf diese 
Methode zurück (Murakami et al. 2012) (Umezu et al. 2012). Chemische Isolation 
unterscheidet jedoch nicht zwischen Exosomen und größeren, nicht-exosomalen  
Mikrovesikeln (Rekker et al. 2014). Demnach können in anschließenden 
Charakterisierungen exosomale und nicht-exosomale Nukleinsäuren nicht 
voneinander differenziert werden. Zudem steht die Verklumpung der Vesikel im 
Verlauf der Isolation weiteren funktionellen Untersuchungen im Wege 
(Zlotogorski-Hurvitz et al. 2015). Chemische Isolation kann demnach bei der rein 
deskriptiven Analyse kleinerer Probenvolumina wie beispielsweise 
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Patientenserum verwendet werden, bei funktionellen Untersuchungen sowie bei 
der Differenzierung von Exosomen und Mikrovesikeln gibt es jedoch Defizite. 
Eine weitere etablierte Methode zur Gewinnung von Exosomen ist die 
präparative Aufreinigung mittels Ultrazentrifugation (Théry et al. 2006). Die 
Limitierungen der Ultrazentrifugations-Methode sind in aktuellen Publikationen 
ausführlich beschrieben worden. Als wichtigste Aspekte sind eine geringe 
Differenzierung zwischen Exosomen und Mikrovesikeln, große 
benutzerabhängige Ergebnisvariabilität sowie ein hoher prozentualer Verlust von 
Exosomen während der Isolation dokumentiert (Rekker et al. 2014; Witwer et al. 
2013; Wang & Sun 2014). 
Eine Exosomen-Isolationsmethode, die unter anderem mit Niedrigdruck-Filtration 
arbeitet wurde zuvor durch Lamparski et al. vorgestellt und dank der niedrigen 
Manipulation der Exosomen durch physikalische Kräfte als eine 
vielversprechende Methode bewertet (Lamparski et al. 2002; Yellon & Davidson 
2014). Diese Methode beinhaltet jedoch weiterhin eine Ultrazentrifugation und 
somit die damit verbundenen Nachteile. 
Die in dieser Arbeit vorgestellte Isolation mittels sequentieller Filtration isoliert im 
Vergleich mit der häufig verwendeten sequentiellen Ultrazentrifugation äußerst 
reine Exosomenpräparate: Über 80 Prozent der isolierten Partikel befinden sich 
im Größenbereich der Exosomen (40-100 nm). Demgegenüber waren lediglich 
23% der mit Ultrazentrifugation isolierten Partikel in diesem Größenbereich 
(Figure 5 in der Publikation). Die Morphologie der mit sequentieller Filtration 
isolierten Partikel wurde mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) mit 
Immunogold-Markierung von CD63 untersucht. Die Analyse dieser Partikel ergab 
die bereits zuvor beschriebene „cup shape“-Form von Exosomen in TEM, welche 
zwar ein typisches Präanalytik-Artefakt darstellt, jedoch zusammen mit der 
Vesikelgröße als typisches Kennzeichen für Exosomen in TEM gilt (Raposo & 
Stoorvogel 2013). In derselben Untersuchung konnten die Exosomen zudem mit 
einem goldgekoppelten CD63-Antikörper markiert werden. CD63 ist häufig auf 
Exosomen zu finden und wird daher oft zur Identifikation von Exosomen in 
Populationen extrazellulärer Vesikel verwendet (Simons & Raposo 2009; Bobrie 
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& Théry 2013). Das Proteom der isolierten Vesikel wurde mit 
Massenspektrometrie (LC-MS/MS) analysiert. Hier konnten zahlreiche bereits 
zuvor in Exosomen gefundene Proteine identifiziert werden (Mathivanan et al. 
2010). Aufgrund der Größenverteilung, einer korrekten Morphologie und eines 
passenden proteomischen Inhaltes kann darauf geschlossen werden, dass es 
sich bei den mittels sequentieller Filtration isolierten Vesikeln um eine äußerst 
reine Präparation von Exosomen mit vergleichsweise geringer Kontamination mit 
freien Proteinen und nicht-exosomalen Mikrovesikeln handelt. 
Eine Fragmentierung von größeren Vesikeln im Laufe der Filtration (György et al. 
2011) konnte dadurch verhindert werden, dass im Laufe der Filtration stets 
physiologische Druckverhältnisse (im Mittel 2-3 PSI, maximal 2.5 – 3.5 PSI)  
herrschten. Dies wurde durch permanentes Druckmonitoring sichergestellt.  
Ein wichtiger Vorteil der sequentiellen Filtration ist die funktionelle Integrität der 
isolierten Exosomen. Bei aktuell verwendeten Isolationsmethoden verlieren 
Exosomen häufig ihre Funktionalität. Physikalischer Stress, wie beispielsweise 
Zentrifugationenen mit bis zu 100.000 x g oder Hochdruckfiltrationen, können die 
morphologische und funktionelle Integrität der Exosomen beschädigen (György 
et al. 2011). Nach chemischen Isolationen hingegen kann die Funktion der 
Exosomen durch Verklumpung der lipophilen Exosomenmembranen 
beeinträchtigt sein (Powis et al. 2011). 
Bei der sequentiellen Filtration wurde physikalischer Stress jedoch durch äußerst 
niedrige transmembranöse Druckbegrenzungen von maximal 2.5 - 3.5 PSI in 
einem äußerst engen Rahmen gehalten (Heinemann et al. 2014). Dies führt zu 
der Annahme, dass durch sequentielle Filtration isolierte Exosomen volle 
funktionelle Integrität besitzen – wenngleich der Beweis dieser funktionellen 
Integrität mittels Funktionsanalysen eine Aufgabe für die nahe Zukunft darstellt. 
Funktionell intakte Exosomen sind eine elementare Voraussetzung für zukünftige 
Funktionsanalysen von Exosomen. Da ein weitergehendes Verständnis der 
Exosomenfunktion die Voraussetzung für eine künftige Entwicklung von 
exosomenbasierten interventionellen Therapieverfahren ist, kommt der Isolation 
funktionell intakter Exosomen eine enorme Bedeutung zu. 
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Da es aktuell weiterhin keinen Konsens über eine allgemein akzeptierte und 
universell einsetzbare Methode zur Isolation von Exosomen gibt, werden viele 
unterschiedliche Varianten von und Kombinationen aus den jeweiligen Methoden 
in aktuellen Publikationen verwendet. Die jeweils gewählte Methode wird dabei 
anhand der individuellen Fragestellung ausgewählt. Dies wird voraussichtlich 
zumindest in der nahen Zukunft auch weiterhin der Fall sein.  
Aufgrund ihrer spezifischen Vorzüge ist die in der vorliegenden Arbeit entwickelte 
sequentielle Filtration je nach Fragestellung eine gute Ergänzung zu bereits 
existierenden Isolationsmethoden: Durch die Verarbeitbarkeit größerer 
Probenvolumina sowie durch die minimale Manipulation der Exosomen während 
der Isolation ist sequentielle Filtration beispielsweise in der diagnostischen 
Isolation von Exosomen aus Patientenurin bei der Diagnostik maligner 
Harnwegstumore einsetzbar. Zudem erlaubt die Isolation funktionell intakter 
Exosomen zukünftige Funktionsanalysen von Exosomen. Von Vorteil ist auch 
hier die Verarbeitbarkeit von großen Probenvolumina, die eine kosteneffiziente 
Gewinnung größerer Mengen intakter Exosomen ermöglicht.  
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4.4 Ausblick in die Zukunft der Exosomenisolation 
Die neue sequentielle Filtrationstechnik von Exosomen hat das Potential, in der 
Klinischen Chemie und Onkologie für die Diagnostik und Therapientwicklung bei 
Tumorerkrankungen einen Beitrag zu leisten. Zur Gewährleistung einer 
standardisierten Isolierung könnte auf Basis der vorgestellten Methodik ein voll 
mechanisiertes System entwickelt werden.  Der Aufbau eines solchen Systems 
könnte ähnlich einer Plasmapherese sein. Die Vorteile einer Automatisierung des 
Isolationsprozesses wären eine Minimalisierung der untersucherabhängigen 
Variabilität, die genaue Einhaltung und Überwachung des wichtigen 
transmembranösen Druckgradienten sowie eine signifikante Zeitersparnis. Mittels 
eines vollautomatisierten Systems könnten größere Volumina wie Urin oder 
Zellkulturüberstände verarbeitet werden. Dies könnte in Zukunft für eine 
spezifische Diagnostik von malignen Harnwegserkrankungen genutzt werden. 
Eine wichtige Aufgabe für die Zukunft stellt die Erforschung der Funktion von 
Exosomen dar. Die sequentielle Filtrationstechnik kann für diese Zwecke ein 
Instrument zur routinemäßigen Isolation von Exosomen werden. 
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